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(中国 科学 院 动物 研究 所 ) 


ME GEA THEME. 对 四 个 家 网 (Musca domestica vicina) 品系 头 部 的 乙酰胆碱 醒 悔 《AchE) 对 
底 物 和 抑制 剂 反应 的 动力 学 进行 了 研究 。 结果 表明 ， AchE 丝 感 性 的 降低 是 引起 两 个 有 机 磷 药 州 COP) 
抗 性 品系 DDVP-R 和 Trichl-R 对 OP 交互 抗 住 的 一 个 主要 因子 。 Trichl-R HIRERE SUME Tht 
SHARAD ZCI—R 对 所 测定 的 OP 有 负 交 互 抗 性 , 并 且 它 的 AchE 对 OP 的 敏感 性 较 正常 
品系 (NP) AchE 的 敏感 性 要 高 。AchE 敏感 性 的 变化 ,反应 在 酶 结构 上 ,主要 是 酶 对 抑制 剂 的 亲 和 性 (KKd)7 
的 变化 ,而 碰 酸 化 速率 (Ki;》 影 响 不 大 。 同 时 对 AchE 的 底 物 和 抑制 剂 结合 位 点 及 结构 变化 进行 了 分 析 和 
探讨 。 

关键 词 家 蝇 CHEREE KRE mi 负 交 互 抗 性 


乙酰 胆 碱 酯 酶 AchE) 是 有 机 磷 杀 虫 剂 的 缀 子 酶 , 它 的 敏感 性 的 改变 ， 可 以 引起 E 
虫 对 药剂 的 抗 性 ,是 导致 对 有 机 磷 杀 虫 剂 产生 抗 性 的 因子 之 一 。 目 前 发 现 , 由 于 AchE 敏 
感性 的 降低 而 引起 抗 性 的 节肢 动物 种 类 已 有 十 几 种 ,如 家 晶 (《Tripathi 和 O'Brien, 1973), 
蚊虫 (Ayad 和 Georghiou，1975)， 黑 尾 叶 蝉 (Hama 和 Iwata, 1978); WHZ& (Smissaert, 
1964), Ait (Lee 和 Batham, 1966) AIK WAR (Dittrich 等 ,1979) 和 棉 蚜 CENE 
4$, 1987), RIE AchE 与 抗 性 的 关系 方面 已 做 不 少 工作 (Tripathi 和 O'Brien, 1973; 
Devonshire, 1975; Voss, 1980; Motoyarma 等 , 1980; Ugaki 等 ,1981; Yeoh 等 ,1981)o 
家 晶 在 我 国 对 于 有 机 磷 药 剂 的 抗 性 已 十 分 严重 ,但 这 一 方面 的 工作 还 开展 得 不 够 ,不 敏感 
的 AcE 是 否 作为 其 中 的 一 个 抗 性 因子 ， 还 未 见报 道 。 我 们 对 不 同 品系 的 AchE 的 底 
物 和 抑制 剂 反应 ,结合 它们 的 抗 性 情况 进行 了 探讨 。 

材料 与 方法 

一 、 材 料 

1. zu d domestica vicina) 品系 ， 

(1) 正常 品系 (NP)， 室内 饲养 ,未 接触 过 杀 虫 药剂 。 

(2) 抗 性 品系 : DDVP-R, Trichl-R 和 2C\-R 分 别 为 抗 DDVP, CE ALL GUE 
醚 薄 酯 品系 ,都 由 "南口 "品系 选 育 而 来 ;分 别 开 始 于 1978 和 1979 年 ， 每 代 成 虫 用 其 药剂 
处 理 。 


本 文 于 1985 年 3 月 收 到 。 
在 实验 中 ， 冯 国 基 \ 冷 欣 夫 和 走 家 竺 多 生 给 予 指导 和 将 助 ;特此 致谢 。 
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2. 杀 虫 药剂 

(1) DDVP 原油 动物 研究 所 药 训 全 理 室 重 蒸 样品 ,含量 大 于 9976; 

Q) RAH “上海 红 卫 化 工厂 产品 ,含量 大 于 96%; 

(3) E605 Bayer 公司 样品 ; 

(4) —SUCEBESHS Imperial 公司 样品 ,含量 91.4% 3 

(5) E600 中 国人 民 解 放 军 军事 医学 科学 院 提 供 样 品 。 

3. 化 学 试剂 

(1) 碘 化 硫 代 乙酰 胆 碱 (ATch) Carl Roth KG 公司 产品 ; 

(2) 碳化 硫 代 丙 酰 胆 碱 (PrTch) Sigma 公司 产品 ; 

(3) MULL T Behe (BuTch) Sigma 公司 产品 ; 

(4) 5 :5 -二 硫 基 -2 ,2- 二 硝 基 茶 甲 酸 (DTNB) Fluka 公司 产品 。 

二 、 方 法 

1. 毒性 测定 ” 取 4 天 雌性 成 晶 ， 将 药剂 溶 于 丙酮 中 ， 采 用 点 滴 法 ,点 滴 于 胸部 背 
板 ，24 小 时 后 检查 结 淋 , 用 电子 计算 器 根据 概 幸 单 位 潜 〔( 雍 坤 元 ，1964) 计算 致死 中 量 

2.3 EME 采用 Lowry 法 (Lowry 等 ,1951)， 以 牛 血 请 蛋白 作为 标准 蛋白 。 

3. AchE Aiea HR 4 OE MER Moorfield 251957 JG sk mp. JPR mI 
OIML PRAY pH8.0 ARERR. EIRA A, 4.500204 下 离心 20 2r $i T EF 
irt iE og da 

4. AchE B5 PER KERR Ra RII ay PES Voa 的 三 证 AchE ANG) ATch, 
PrTch 和 BuTch 的 活性 ， 应 用 Ellman 3 (1961) 法 测定 。Ks RI Vmos 根据 Wilkinson 
(1961) 法 ,应 用 电子 计算 机 计算 。 

5. AchE 与 有 机 磷 抑 制剂 的 反应 一 一 解 离 常 数 Ka RK K: 和 双 分 子 反应 常 
数 Ki; 的 测定 ,根据 Main (1964) 的 概念 : 








Kl K, 
Et PX EPX — EP + X 
(d K=] T 
这 里 E — AchE; PX = ALBEM EI 
X= BRE; EPX = 酶 -抑制 剂 复 台 物 ， 
EP = 磷 栈 化 酶 


Ky=K+1/K—-1 Ki Ej//K, 
用 Hart 和 O'Brien (1973) 的 零 时 间 法 。 在 底 物 ATch 和 抑制 剂 回 时 存在 的 条 件 下 测 
定 Kay Ea AI Kio 解 贸 常数 Ke。 表示 酶 对 抑制 剂 的 亲 和 人 性 ,Ka feli SR PE E s t BE 
AUTE Ba, 表示 碰 酰 化 速率 的 大 小 , Ra A, AARC ERS 双 分 子 有 反应 
HOB Ka. 决定 着 整个 反应 趋势 ,表示 酶 对 抑制 剂 的 店 感 程度 , Ki (LC BR PE 高 。 


结果 与 讨论 
1. 理性 测定 
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POS SOR AS PS LS AR RY LDs 值 和 抗 性 比值 , 见 表 1。 
LD 值 说 明 两 个 有 机 碰 药 剂 抗 性 品系 DD VP-R 和 Trichl-R 对 所 测定 的 有 机 磷 存 在 着 
一 定 程度 的 交互 抗 性 。 Trichl-R 品系 较 DDVP-R 品系 对 三 种 有 机 磷 药 剂 的 抗 性 要 高 。 


M1 DPR RRL iy LD,。 值 及 抗 性 比值 
LD,s 值 和 抗 性 比值 《R:) 
品系 DDvP EEG O rms | CRIMA 
LD¥, RE* LD,y R LD,, R, LD, R. 


| ONP 0.1044 12.08 0.6233 0.0151 

IDDVP-R 0.7477 7.2 184 15.2 4.488 7.2 一 一 

TrichI-R 1.0930 10.5 215 17.8 11.81 20 0.0168 1.1 
2Cl-R 0.0802 0.77 2.082 0.17 ' 0,5134 0.83 4.378 290 








* LD,,: ug] fü 
++ 抗 性 品系 的 LDso/NP 品系 的 LDa 


十 分 有 意义 的 是 Trichl-R 品系 对 二 毛茶 醚 菊 楷 无 抗 性 , 而 2CI-R 对 二 握 莱 醚 菊 酯 的 抗 
上 性 比较 高 ,对 所 测定 的 有 机 磷 药 剂 更 加 敏感 ,存在 着 负 交 互 搞 性 (0.17 一 0.83 倍 )。 这 种 现 
象 在 家 晶 中 虽然 为 第 一 次 发 现 ， 但 在 其 他 种 类 的 节 胶 动物 曾 有 报道 : 海 灰 翅 夜 娥 有 机 磷 
抗 性 品系 对 氧 氰 菊 酯 ,省 馈 菊 酯 和 杀 灭 菊 酯 的 耐性 很 低 (2.9— 4.0 倍 ) (Riskallah, 1980), 
杀 灭 菊 酯 和 澳 氰 菊 酯 抗 性 品系 对 百 治 磷 和 围 胺 磷 存 在 着 负 交 互 抗 性 (0.21 一 0.90 4): CRi- 
skallah 等 ,1983); 而 株 叶 螨 谷 芒 磷 抗 性 品系 对 杀 灭 菊 酯 有 负 交 互 抗 性 (Chapman 和 Pen- 
man， 1979)o 有 机 碰 药 剂 和 拟 除 虫 菇 酯 类 在 椅 些 种 类 的 节 胺 动物 中 起 着 相反 的 选择 作用 ，、 
这 对 于 合理 使 用 农药 ,克服 和 延缓 抗 性 是 十 分 重要 的 。 

2. AchE 活性 米 氏 常数 Ko 和 最 大 反应 速率 Vme 四 个 家 晶 品 系 头 部 AchE 对 于 
EH ATch, PrTch 和 BuTch 的 活性 及 动力 学 参数 Km 和 Vinx, 见 表 2 和 表 3。 每 一 占 
系 AchE 对 三 个 底 物 的 活性 和 Vau 的 顺序 为 对 ATch 最 高 ，PrTch 次 之 ，BuTch 最 
低 。 即 随 酰 基 碳 原子 数 日 的 增加 , 酶 的 活性 和 Vmox 下 噬 ， 而 对 于 三 个 底 物 的 Ke, 则 从 大 
到 小 为 BuTch, ATch 和 PrTch， 即 对 于 PrTch 亲 和 性 最 高 ，BuTch 最 低 , BARI 
头 部 的 AchE 对 于 底 物 ATch 和 PrTch 有 较 好 的 反应 性 、，BuTch 则 比较 差 。 不 同 品 
系 的 AchE 对 于 同一 底 物 的 活性 , Km 和 Vas 都 相差 很 小 ,说 明 各 品系 . AchE 之 闻 对 于 
启 物 有 相同 的 反应 ,结构 上 没有 发 生 什 么 变化 。 


3€ 2. 四 个 家 蝇 品 系 头 部 AchE 对 底 物 ATeh、 PrTeh 和 BuTeh 的 活性 # 


Dr 
品系 底 物 
ATch PrTch Bu'Tch 
NP 0.1312 0.0803 0.0470 
DDVP-R 0.1248 0.0722 0.0466 
Trichl-R 0.1233 0.0708 0.0442 
2cl-R 0.1318 0.0846 0.0416 





* pmole/ 小 时 Xmg HE 


242 E 中 学 g “30 — 


X3 四 个 家 邵 品 系 头 部 AchE SRY ATch, PrTch 和 BuTch 的 K, 和 Vaar 














底 物 
品系 ATch Prfch BuTch 
Ka V max Ko V max Ra V max 
NP 6.553 0.1431 3.182 0,0833 38.61 0.0741 
(0.579) (0.0030) (0.181) (0.0009) (0.885) (0.0057) 
DDVP-R 5.352 0.1334 2.229 0.0741 19.75 0.0619 
(0.885) (0.0051) (0.666) (0.0037) (6.249) (0.0050) 
Trichl-R 4.977 0.1279 1.840 0.0718 26.04 0.0667 
(0.589) (0.0032) (0.405) (0.0024) (7.156) (0.0054) 
JCl-R 5.491 0.1451 3.015 0.0862 13.72 0,0498 
(1.056) (0.0062) (0.434) (0.0023) (0.442) (0.0021) 





Ka: molex10* 
V mari &mole/ 小 时 mg KA 
括号 内 数据 为 标准 误 。 


3. 家 蝇头 部 AchE 与 有 机 三 抑制 剂 的 反应 MARMARA AchE 对 E600, 
DD VP RIRA EE RH AY EE R Ka WAE ES K 和 双 分 子 反 应 党 数 Ki 网 洪 +。 可 
也 百出 各 品系 AchE 之 问 对 于 抑制 剂 的 Ky 和 Ri Ehei, 而 Ka UES TR. 2H 
às Acht p mda AIS Ri erm RE erro k nr nr Lim gie (oe OA HT, SEV 
HALE a DDVP-R WI "Urichl-R. 的 AcbE, REE AIO TH EIS, F3 NP V 
3, AchE FALL, 对 E600 23035 90 8130 jy, 村 DDVP. JUNI 03 112 f, Kad 
除 DDVP-R GLAM E600 比较 天 外 (是 NP 品系 的 2.5 倍 ), 其 他 则 介 于 0.327 和 0.431 
之 闻 。 而 DDVP-R 和 Trichl-R 品系 AchE 对 抑制 祺 的 敏感 性 则 比较 低 ， 与 NP 品系 
AchE 相 比 ,对 E600 分 别 相差 13 和 12 f. 对 DDVP BRE 18 和 17 f, REM 
的 酶 结构 不 同 , 说 朋 未 敏感 的 AchB 是 两 个 有 机 釉 抗 性 品系 的 抗 性 因子 之 一 ， 而 这 和 神 不 
黎 感性 主要 是 由 于 酶 对 抑制 剂 的 亲 和 性 下 降 所 引起 的 ， 而 磷 酰 化 速率 影响 不 类。 2CI-R 
SAXA AchE 也 发 生 了 改变 ,但 它 对 抑制 剂 的 亲 和 能 力 增加 ,与 NP 品系 AchE 相 比 ， 对 
E600, DDVP 和 敌 百 虫 分 别 增加 了 8.3、 17 和 3 售 , 敏 感性 分 别 增加 了 5、1.4 和 5 fies A 
1 是 NP 与 2CL-R 品系 AchE D LRA, W E600 INH, RMSE 
性 不 同 的 两 种 形式 的 AchE， 进 一 步 证 明 这 两 个 品系 AchE STIR MES, E 
酶 本 身 结 构 的 不 同 , 并 非 基 他国 子 所 造成 。2CI-R 品系 AchE AUS ENUSIDLHRÉR 20 
它 对 有 机 磁 药 剂 的 负 交 互 抗 性 ,但 为 什么 二 纪 茶 醚 菊 酯 选择 会 导致 这 种 结果 ,还 有 待 王 进 
一 步 的 研究 , 因为 有 实验 表明。 拟 除 虫 菊 酯 对 神经 的 兴 军 与 AchE 是 否 被 抑制 完全 无 关 
( 张 案 焕 ,1982), 即 除虫菊 酯 不 百 接 作用 于 AchE。 

家 蝇 对 有 机 碰 杀 虫 旗 的 抗 性 ,经 过 较 长 时 间 的 选择 后 ， 会 形成 多 因子 抗 性 (Oppeno- 
orth 等 ,1977; Yeoh 等 ，1981), 不 敏感 的 AchE 能 够 引起 多 大 程度 的 抗 性 ,在 不 了 解 其 
他 抗 性 因子 之 前 。 是 很 难 确 定 的 。DDVP-R 品系 对 DDVP 和 E605 的 抗 性 部 为 7 倍 ， 
相应 于 它 的 AchE 对 DDVP 和 E600 的 18 和 13 售 的 不 敏感 性 ; Trichl-R 品系 对 
DDVP 和 E605 的 11 #0 20 倍 的 抗 性 ,相应 于 它 的 AchE 对 DDVP 和 E600 的 17 各 
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25 不 同 家 晶 品 系 头 部 AGhE VARMA WARDENS 










品 系 
参数 Ta e jq b vel 一 一 一 一 一 一 

DDVP-R Trichl-R 2Cl-R 

AT2h 0.82 0.76 0.84 

KCR/S)* PrTch 0.70 0.58 0.95 
BuTch 0.51 0.67 0.36 

E600 30.75 8.75 0.11 

Ka4(R/S)** DDVP 19.98 17.87 0.58 






KER - 一 0.31 


* 抗 性 品系 的 RG/NP 品系 的 Ka 
we DUE 系 的 Ky/NP BARS Ka 


更 加 敏感 是 导致 它 对 这 类 药剂 的 负 交 互 抗 性 的 原因 之 一 。 
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RELATIONSHIP BETWEEN SENSITIVITY OF HOUSEFLY 
ACETYLCHOLINESTERASE AND RESISTANCE 
TO INSECTICIDES 


Li YuE-MING Sun YuN-QIN Gone KUuN-YUAN 


(Institute of Zoology, Academia Sinica) 


The present paper dealt with the essential properties of acetylchlinesterase (AchE) from 
four strains of the house fly (Musca domestica vicina), such as Km and Vmax to substrates 
ATch, PrTch and BuTch, dissociation constant(K4), phosphorylation constant (Ke) and bim- 
olecular reaction constants (Ki) to inhibitors paraoxon, DDVP and trichlorfon. The results in- 
dicated that insensitivity of AChE was one of the main factors for resistance in organophosphate 
(OP)-resistant strains DDVP-R and Trichi-R. Trichl-R strain did not display cross-resistance 
to permethrin. However, a negative cross resistance was observed in the permethrin-resistant 
strain 2CI-R to three OPs tested. It might be one of the reason to account that the inhibition of 
2Cl-R AchE by the OPs was more sensitive than that of the normal strain NP. The change 
of AchE sensitivity, as measured by ‘Ki, was mainly attributable to difference in their affinity 
constant (Ka) with the inhibitors whereas Ka did not differ significantly. The binding sites of 
AchE for substrates and inhibitors and the enzyme structure were discussed. The major chan- 
ges in the enzyme structure accompanying resistance might involve changes in the binding site 
for the inhibitor. 





OP resistance 
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